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MAGISTRSKO DELO 
 
 
 
 
 
 
Anja Pirc 
 
 
 
MENTOR: prof. dr. Matevž Pompe 
 
 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2020  
 II 
IZJAVA O AVTORSTVU 
magistrskega dela 
 
 
 
Spodaj podpisana Anja Pirc sem avtorica magistrskega dela z naslovom: 
 
 
Uporaba kromatografije z mešanimi režimi za določevanje ioniziranih farmacevtskih 
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Univerza v Ljubljani, Fakulteta za kemijo in kemijsko tehnologijo 
 
 
  
 IV 
Zahvala 
Najprej bi se rada zahvalila mentorju prof. dr. Matevžu Pompetu za strokovno 
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Seznam uporabljenih kratic 
BA  biogeni amini 
ACN  acetonitril 
MQ  Milli-Q voda 
AF  amonijev format 
 
Biogeni amini: 
PHET  2-feniletilamin 
TRP  triptamin 
TYR  tiramin 
 
HPLC  tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high performance 
liquid chromatography) 
RPLC reverznofazna kromatografija (angl. reversed-phase liquid 
chromatography) 
HILIC   tekočinska kromatografija s hidrofilnimi interakcijami (angl. hydrophilic 
interaction chromatography) 
IEC ionsko-izmenjevalna kromatografija (angl. ion exchange 
chromatography) 
MMC  kromatografija z mešanimi režimi (angl. mixed-mode chromatography) 
IPC  kromatografija ionskih parov (angl. ion-pairing chromatography) 
UV  ultravijolična svetloba 
DAD/PDA detektor na niz elektrod (angl. diode array detector)/fotodiodni vrstični 
detektor (angl. photodiode array) 
 
ppm  enota za koncentracijo, enakovredna mg/kg ali mg/L (part(s) per million)  
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Uporaba kromatografije z mešanimi režimi za določevanje ioniziranih 
farmacevtskih učinkovin 
Povzetek 
V svojem magistrskem delu sem s tekočinsko kromatografijo brez predhodne 
derivatizacije poskušala ločiti mešanico treh biogenih aminov; tiramina, triptamina in 2-
feniletilamina. Te sem uporabila kot modelne spojine za obravnavanje biološko aktivnih 
spojin, ki se uporabljajo v farmacevtski industriji. Primerjala sem dva različna načina 
separacije. Izbrane biogene amine sem ločevala s kromatografijo ionskih parov ter 
kromatografijo z mešanimi režimi. Preizkusila sem štiri različne kolone in na vsaki 
opazovala, kako na separacijo vplivajo ionska jakost, pH in polarnost mobilne faze. 
Izbrane biogene amine sem zaznala s spektrofotometričnim detektorjem, saj spojine 
znatno absorbirajo svetlobo UV dela spektra. Na kolonah Primesep 200 in Kromosil 300-
5-C18 sem razvila kromatografski metodi za separacijo in določitev izbranih biogenih 
aminov ter metodi validirala. 
Ključne besede: amini, kromatografija z mešanimi režimi, kromatografija ionskih parov, 
validacija metode 
 
Application of mixed-mode chromatography for determination of 
ionised active pharmaceutical compounds 
 
Abstract 
I have studied the separation of the mixture of three biogenic amines (tyramine, 
tryptamine and 2-phenylethylamine) using high-performance liquid chromatography 
without derivatization. These amines were used as a model compounds for biologically 
active compounds that are often used in the pharmaceutical industry. The main goal of 
this study was a comparison of two different separation methods: ion-pairing and mixed-
mode chromatography. On each column, I observed the effects of buffer ionic strength, 
pH and polarity on separation. Selected biogenic amines were determined by 
spectrometric detector since they all absorb the light in the UV spectrum. Corresponding 
chromatographic methods for separation and determination of biogenic amines were 
developed and validated on the columns Primesep 200 and Kromosil 300-5-C18.  
Keywords: amines, mixed-mode chromatography, ion-pairing chromatography, method 
validation 
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1. UVOD 
1.1. Amini 
Amini so organske spojine in funkcionalne skupine, ki vsebujejo bazični dušikov atom s 
samskim elektronskim parom. So derivati amoniaka, kjer je vsaj eden izmed vodikovih 
atomov zamenjan z alkilno ali arilno skupino. Pomembne zvrsti, ki vsebujejo aminsko 
funkcionalno skupino, so aminokisline, biogeni amini in anilini. Amini igrajo zelo 
pomembno vlogo za preživetje živih organizmov, saj so vključeni v procesu nastanka 
aminokislin, ki so osnovni element proteinov. Prav tako mnogi vitamini nastanejo iz 
aminokislin [1]. 
 
Amini so široko uporabni, med drugim tudi v farmacevtski industriji kot aktivne 
farmacevtske učinkovine zaradi bioaktivnih lastnosti. Biološko aktivni amini ponavadi 
vsebujejo arilne skupine in imajo različne učinke na organizem. Uporabljajo se kot 
antipsihotiki ali lokalni anestetik, za zmanjševanje holesterola, proti rakavim obolenjem, 
prav tako pa se uporabljajo kot topila ali katalizatorji pri sintezi učinkovin [2].  
 
Kot modelne spojine za biološko aktivne amine, ki se pogosto uporabljajo v farmacevtski 
industriji kot aktivna farmacevtska učinkovina, sem v svojem delu uporabila biogene 
amine, ki so tudi sami biološko aktivni.  
 
1.1.1. Biogeni amini 
Biogeni amini (BA) so organske dušikove spojine z nizko molekulsko maso [3]. Lahko 
imajo alifatsko (kadaverin, putrescin, spermidin, spermin), aromatsko (2-feniletilamin, 
tiramin) ali heterociklično (triptamin, histamin) strukturo [4, 5]. 
Biogeni se imenujejo zato, ker nastanejo z delovanjem živih organizmov z 
dekarboksilacijo aminokislin med metabolnimi procesi, vključno z regulacijo rasti 
(spermin, spermidin, kadaverin), živčnimi prenosi in kot mediatorji vnetja (histamin, 
tiramin) [6] ali aminacijo in transaminacijo aldehidov in ketonov [7-9]. V manjših 
količinah so biosintetizirani v rastlinskih in živalskih celicah in so tako ključni za 
normalne metabolne in fiziološke funkcije pri živalih, rastlinah in mikroorganizmih [3, 
9, 10]. V človeškem organizmu so BA vpleteni v procese, kot so možganske funkcije, 
regulacija telesne temperature in pH želodčne tekočine, izločanje želodčne kisline in 
celična rast, imunski odziv, vnos hranil, povečanje in zmanjšanje krvnega tlaka [5, 10].  
V večjih količinah pa biogeni amini nastajajo v fermentirani hrani z mikrobno 
dekarboksilacijo aminokislin kot rezultat kontaminirane mikroflore in zaradi njihove 
potencialne toksičnosti predstavljajo tveganje za zdravje [3, 6, 10]. 
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Slika 1: Strukturne formule biogenih aminov. 
 
 
Slika 2: Dekarboksilacija tirozina in nastanek tiramina. 
 
Slika 1 prikazuje strukturne formule biogenih aminov, ki jih najpogosteje najdemo v 
hrani. Trimetilamin sicer ne nastaja z dekarboksilacijo aminokislin, vendar ga pogosto 
vključujemo med biogene amine, saj nastaja pri gnitju organskega materiala, zlasti rib 
[11]. Na sliki 2 pa je prikazana dekarboksilacija tirozina, iz katerega nastane tiramin.  
 
1.1.2. Biogeni amini v prehrani  
V skoraj vsaki hrani, ki vsebuje proteine ali proste aminokisline in ima pogoje za 
mikrobno ali biokemijsko aktivnost BA, lahko pričakujemo biogene amine [5]. 
Najpomembnejši biogeni amini v hrani so histamin, putrescin, kadaverin, tiramin, 
triptamin, 2-feniletilamin, spermin, spermidin in agmatin (slika 1). Najpogosteje jih 
najdemo v sirih, ribjem mesu, mesnih izdelkih, fermentirani zelenjavi, vinu, pivu, jajcih 
in izdelkih iz soje [7]. 
Biogeni amini so prekurzorji določenih komponent arom in zagotavljajo karakterističen 
okus zrelemu sadju in zelenjavi [4, 5]. 
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Skupna količina nastalih aminov je močno odvisna od vrste hrane in prisotnosti 
mikroorganizmov [8]. Visoke količine določenih biogenih aminov lahko najdemo v hrani 
kot posledico nizko kvalitetnih surovih materialov, kontaminacije in neprimernih pogojev 
tekom procesiranja in shranjevanja hrane [6]. Pri procesu dekarboksilacije pripadajočih 
prekurzorjev aminokislin morajo biti za potek reakcije izpolnjeni naslednji pogoji [5, 7, 
8]:  
 razpoložljivost prostih aminokislin, ampak ni nujno, da reakcija vodi do nastanka 
amina, 
 prisotnost dekarboksilaza-pozitivnih mikroorganizmov, ki omogočajo 
dekarboksilacijo aminokislin, 
 pogoji, ki omogočajo rast in produkcijo bakterij, sintezo dekarboksilaze in 
dekarboksilazne aktivnosti.  
 
1.1.3. Toksičnost biogenih aminov 
Čeprav so biogeni amini potrebni za mnoge ključne funkcije pri ljudeh in živalih, ima 
lahko uživanje hrane z visoko vsebnostjo le-teh toksičen vpliv. Najpogostejša zastrupitev 
s hrano zaradi BA je povezana s histaminom [8]. Pod normalnimi pogoji pri človeku so 
eksogeni biogeni amini, absorbirani iz hrane, hitro detoksificirani s pomočjo amino 
oksidaze ali s konjugacijo. V primeru alergičnih posameznikov, bolezni prebavil, 
previsoke vsebnosti BA, prisotnost alkohola ali inhibitorjev amino oksidaze, ki se 
nahajajo v antidepresivih, je proces detoksifikacije amin oksidaze moten in BA se v tem 
primeru kupičijo v telesu [4, 6, 12]. 
 
Prisotnost biogenih aminov v hrani predstavlja skrbi za javno zdravje zaradi njihovih 
fizioloških in toksikoloških vplivov. Škodljivi vplivi zaradi uživanja hrane, ki vsebuje 
BA, lahko pričakujemo le takrat, ko ti BA dobijo dostop do krvnega obtoka [7]. 
 
Nekateri aromatski amini (tiramin, triptamin, 2-feniletilamin) kažejo vazokonstrikcijsko 
delovanje, medtem ko drugi (histamin in serotonin) predstavljajo vazodilatatoren učinek.  
Tiramin in histamin sta nevrotransmiterja, odgovorna za glavobol, diarejo, migrene, 
slabost, hipo- in hipertenzijo ter motnje dihal in krvnega tlaka. Nekateri drugi, kot so 
putrescin in kadeverin, čeprav nista direktno povezana s tveganjem, lahko interagirata z 
amino oksidazami in povišata toksičnost tiramina in histamina [8]. 
Pri reakciji biogenih aminov s sekundarnimi aminskimi skupinami (spermidin, spermin) 
z nitriti lahko nastanejo N-nitrozamini, ki so potencialno kancerogeni [4, 5, 7]. 
Nitrozamini predstavljajo dodatno toksikološko nevarnost, povezano z BA, še posebej v 
mesnih izdelkih, ki vsebujejo nitratne soli kot konzervanse [6]. 
 
Toksična doza BA je povezana z učinkovitostjo detoksifikacijskega mehanizma pri 
posamezniku. Maksimalna vrednost skupno vseh aminov v hrani je 750-900 mg/kg. Kot 
posamezni amin je histamin prejel največ zanimanja od nadzornih zavodov [4]. 
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Objavljenih je bilo več člankov [4-6], ki navajajo priporočene in dovoljene mejne 
koncentracije posameznih biogenih aminov v prehranskih izdelkih, vendar podatki niso 
enotni. 
 
V tabeli 1 so zbrani farmakološki vplivi treh biogenih aminov, ki sem jih ločevala v 
svojem magistrskem delu. 
 
Tabela 1: Prekurzorji izbranih BA in njihovi farmakološki učinki [6, 7].  
Amin Prekurzor Farmakološki vpliv 
tiramin tirozin periferni vazokonstriktor 
povečuje minutni volumen srca 
povzroča solzenje in slinjenje 
pospešuje dihanje 
povečuje krvni sladkor 
sprošča noradrenalin iz simpatičnega živčnega sistema 
povzroča migrene 
hipertenzija 
2-feniletilamin fenilalanin sprošča noradrenalin iz simpatičnega živčnega sistema 
povečuje krvni pritisk 
povzroča migrene 
triptamin triptofan povečuje krvni pritisk 
hipertenzija 
 
1.1.4. Določevanje vsebnosti biogenih aminov 
Nadzorovanje vsebnosti biogenih aminov v hrani ni pomembno le zaradi toksičnosti, 
ampak tudi zato, ker so lahko indikatorji, kako je hrana sveža oziroma pokvarjena [5].  
Za določevanje vsebnosti in koncentracije biogenih aminov v hrani je bilo razvitih vrsto 
analiznih metod: tankoplastna kromatografija (TLC), plinska kromatografija (GC), 
kapilarna elektroforeza (CE) in tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC), ki 
je najpogosteje uporabljena metoda za določevanje vsebnosti BA. Zaradi pomanjkljivosti 
kromoforjev večine BA, UV-spektrometričnega detektorja ne moremo uporabiti za vse 
BA. Velika večina člankov uporablja fluorimetrične detektorje s predkolonsko in/ali 
pokolonsko derivatizacijskimi tehnikami, redkeje elektrokemijske detektorje [5, 6]. 
 
Za separacijo močno polarnih in nabitih analitov, med katere spadajo tudi molekule z 
aminsko skupino, ostaja HPLC z reverzno fazo najpogosteje uporabljena separacijska 
tehnika. Vendar za separacijo kompleksnih mešanic zelo polarnih in hidrofilnih analitov, 
ki imajo podobne strukture in lastnosti, ima ta tehnika omejeno selektivnost. Aminska 
skupina daje molekuli visok dipolni moment, kar onemogoča zadrževanje z lipofilnimi 
interakcijami, zato jih s klasično HPLC ne moremo ločevati. Za separacijo ionskih in 
polarnih spojin moramo na stacionarno fazo zato uvesti ionske skupine. To naredimo z 
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uporabo ionskih parov ali kromatografijo z mešanimi režimi. Spojine se v tem primeru 
zadržujejo z elektrostatskimi interakcijami. 
Vedno bolj uporabna alternativa je kromatografija z mešanimi režimi (MMC, angl. 
mixed-mode chromatography), ki lahko zagotovi zadovoljivo separacijsko selektivnost. 
Tipična stacionarna faza pri MMC vsebuje pozitivno in/ali negativno nabite skupine, 
vgrajene znotraj hidrofobne plasti na površini stacionarne faze, kar zagotavlja močnejšo 
retencijo za močno polarne in nabite organske analite. Za separacijo kompleksnih 
mešanic nabitih, polarnih in nepolarnih analitov lahko takšne stacionarne faze zagotovijo 
učinkovito separacijo znotraj enega samega kromatograma [18]. 
 
1.2. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti, HPLC 
Kolonska tekočinska kromatografija je ena izmed najpogosteje uporabljenih tehnik za 
separacijo organskih spojin. Proces tekočinske kromatografije vsebuje interakcije 
mešanice analitov z netopno, običajno rigidno stacionarno fazo. Interakcije med tema 
dvema komponentama reguliramo s sestavo mobilne faze, ki teče skozi kolono. V 
idealnem primeru en analit reagira zelo močno s stacionarno fazo in se pomika počasi 
skozi kolono, medtem ko drugi analit interagira šibkeje s stacionarno fazo in potuje hitreje 
skozi kolono. S povečevanjem razlik v interakciji med tema dvema analitoma s 
stacionarno fazo lahko spreminjamo njuno hitrost potovanja skozi kolono, tako da lahko 
dosežemo kvantitativno separacijo [19]. 
 
Reverznofazna (RP) separacija temelji na nepolarni ali hidrofobni interakciji med 
nepolarnim analitom in nepolarno stacionarno fazo [20]. Nepolarni analiti se močneje 
vežejo in zadržujejo na koloni, kot polarni [19]. Retencijo nastavljamo s spreminjanjem 
vsebnost organske in vodne mobilne faze. Na primer, 30% pufer in 70% ACN je manj 
polarna mešanica, zato je retencija manjša, kot pri razmerju 40/60 [20]. Silikagelna 
osnova reverznofazne matrice je pripravljena s kovalentno vezavo hidrokarbonskih 
ostankov na površino nosilca iz silicijevega oksida. V idealnem primeru je površina 
silikagela popolnoma prekrita, tako da so kromatografski procesi popolnoma odvisni od 
lastnosti vezane faze. Mnogi različni ostanki se uporabljajo za vezavo na fazo in vsebujejo 
npr. metilno, etilno, butilno ali oktilno skupino. Najbolj popularna je osnova, ki vsebuje 
oktadecilne (ali C18) ostanke (slika 3), saj se je v večih primerih izkazala za najbolj 
učinkovito [19]. 
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Slika 3: Primer sestave reverznofazne stacionarne faze, C18. 
1.2.1. Kromatografija ionskih parov 
Včasih vzorec vsebuje ionske zvrsti, ki so preveč polarne, da bi se lahko zadrževale na 
RP fazi. V teh primerih se poslužujemo uporabe kromatografije ionskih parov. 
Kromatografija ionskih parov (IPC, angl. ion-pair chromatography) je analizna metoda, 
ki uporablja lipofilne ione, da pripomore k separaciji organskih in anorganskih ionskih 
analitov z zadostnim zadrževanjem zvrsti na koloni, dobro efektivnostjo in ločljivostjo na 
tradicionalni RP koloni. Mobilni fazi dodamo ionsko-parni reagent (IPR, angl. ion-
pairing reagent), ki ima ionsko glavo in nepolaren rep [20]. Pentasulfonska kislina, 
heptansulfonska kislina, tetrabulitamonijev hidroksid in natrijev dodecilsulfat (slika 4) so 
reagenti, ki se običajno uporabljajo za polarne komponente v RP kromatografiji. Na 
zadrževanje na koloni in separacijsko selektivnost vplivajo naslednji faktorji: tip in 
lipofilnost IPR, koncentracija IPR in organskega modifikatorja, ionska jakost, stacionarna 
faza in pH eluenta, ki je ključen faktor za kontrolo naboja analita [21, 22]. Koncentracija 
reagenta IPR je pomembna za moč vezave na kolono [23]. Reagent se ponavadi uporablja 
v nizkih koncentracijah, med 0,05% in 0,15% [24]. 
 
 
Slika 4: Natrijev dodecil sulfat, ionsko-parni reagent. 
 
Pri odkritju kromatografije ionskih parov so ugotovili, da lahko prekrijemo silikagelno 
osnovo z reagentom, ki je zmožen tvoriti ionske pare. Pri tem uporabimo relativno 
nepolarno mobilno fazo in s tem dosežemo odlično separacijo polarnih ionskih 
komponent. Pri IPC lahko zlahka dosežemo separacijo kompleksnejših mešanic. 
RP-IPC, kjer uporabimo hidrofobno stacionarno fazo in vodno raztopino pufra, ki vsebuje 
reagent v nizkih koncentracijah, omogoča ločbo tako ioniziranih, kot neioniziranih spojin 
pod istimi kromatografskimi pogoji [25]. 
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V literaturi je opisanih več različnih mehanizmov delovanja IPC [26, 27], vendar 
natančen mehanizem separacije ni točno znan. Predvidena sta dva osnovna modela, ki sta 
opisana v nadaljevanju. 
Klasični IPC model: analit in IPR, ki je dodan v mobilni fazi, se v eluentu združita in 
tvorita nevtralno molekulo, ki potem potuje po koloni in se zadržuje na hidrofobni 
stacionarni fazi [20, 21]. 
Dinamični IPC model: lipofilni ioni IPR se najprej absorbirajo na površino stacionarne 
faze tako, da se nepolarni rep vsadi med hidrofobne verige stacionarne faze (npr. C18), 
medtem ko nabita funkcionalna skupina kuka ven iz površine. Pri tem nastanejo nabita 
imobilizirana mesta, s katerimi interagirajo nabiti analiti z nasprotnim nabojem, kar 
zagotavlja kromatografsko retencijo. Ta model ne more razložiti sodelovanja 
hidrofobnosti analita na retencijo, ker se selektivnost poveča samo zaradi sprememb v 
elektrostatskih interakcijah [20, 21, 25]. 
Drugi stehiometrični modeli so sestavljeni iz različnih kombinacij zgoraj opisanih 
modelov. Potrebno je poudariti, da niti najnovejši stehiometrični modeli ne morejo 
zagotoviti pravega opisa realnega mehanizma retencije [21]. 
 
 
Slika 5: Shematski prikaz nastanka ionskih parov: (a) vezana faza, pripeta na (b) osnovo iz SiO2; 
(c) ionsko-parni reagent v mobilni fazi in (d) absorbiran na stacionarno fazo; (e) prosti ion analita 
v mobilni fazi in (f) ion analita, ki se zadržuje na koloni z mehanizmom ionskih parov [20]. 
 
Kasneje so začeli razvijati kolone, ki vsebujejo stacionarne faze z večimi separacijskimi 
mehanizmi. Govorimo o kromatografiji z mešanimi režimi (MMC, angl. mixed-mode 
chromatography) 
1.2.2. Kromatografija z mešanimi režimi 
Kromatografija z mešanimi režimi (MMC) postaja vedno bolj popularna na področjih 
farmacije in biofarmacije zaradi njene edinstvene selektivnosti in povečane retencije 
nabitih analitov. MMC je kromatografska tehnika, pri kateri analiti interagirajo s 
stacionarno fazo preko večih interakcijskih mehanizmov. MMC se uporablja kot 
alternativa ali dopolnilno orodje za tradicionalno reverznofazno (RP), ionsko 
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izmenjevalno (IEX) in normalno-fazno (NP) kromatografijo. V nasprotju z RP, NP in 
IEX kromatografijo, kjer prevladujejo hidrofobne, hidrofilne in ionske interakcije, 
vsebuje MMC kombinacijo dveh ali večih interakcijskih načinov [28]. 
 
MMC je izredno uporabna pri separaciji komponent, ki se ne obdržijo na koloni ali niso 
dobro ločeni s tipičnimi RP metodami, še posebej za polarne in nabite molekule. Zaradi 
večih retencijskih načinov, ki jih nudi ena sama MMC kolona, zagotavlja dodatno 
dimenzijo za separacijsko metodo [28].  
Ta tehnika se je hitro razvijala zaradi njenih prednosti pred konvencionalno 
kromatografijo, ki ima en sam mehanizem separacije [19, 29]:  
 visoka ločljivost, 
 visoka selektivnost: pozitivne, negativne in nevtralne spojine lahko ločimo z 
RP/AEC kolono znotraj enega poskusa ločevanja (injiciranja), 
 ponavadi je hitrejša, 
 lahko uporabljamo za nadomeščanje dveh ali treh single-mode kolon. 
 
Čeprav MMC zagotavlja povečano število spremenljivk, ki omogočajo večjo 
fleksibilnost pri razvoju metode in več načinov uporabe za raznolike analite, je razvoj 
metode lahko kompleksnejši kot pri kromatografiji z enim samim separacijskim 
mehanizmom. Razvoj metode zahteva več časa in zanj nujno potrebujemo poznati 
mehanizem separacije [28, 30]. 
 
Na tržišču je dostopnih več različnih MM kolon, ki vsebujejo naslednje kombinacije 
separacijskih mehanizmov [28]:  
 reverznofazna in anionsko-izmenjevalna kromatografija, RP/AEX, 
 reverznofazna in kationsko-izmenjevalna kromatografija, RP/CEX, 
 kromatografija s hidrofobnimi interakcijami in anionsko-izmenjevalna 
kromatografija, HILIC/AEX, 
 kromatografija s hidrofobnimi interakcijami in kationsko-izmenjevalna 
kromatografija, HILIC/CEX, 
 pa tudi RP/AEX/CEX in HILIC/AEX/CEX. 
 
V praktičnem delu magistrske naloge sem za optimizacijo ločbe treh biogenih aminov 
uporabila dva tipa MM kolon: HILIC/IEC in RP/IEC, ki jih bom opisala v nadaljevanju. 
1.2.2.1. HILIC/IEC (Kolona Coresep S) 
HILIC (tekočinska kromatografija hidrofilnih interakcij) je močna analizna tehnika, 
alternativna tradicionalni reverznofazni kromatografiji. Uporabna je pri separaciji močno 
polarnih analitov, ko reverznofazna kromatografija odpove pri zadrževanju analitov na 
koloni. HILIC je poseben primer normalnofazne kromatografije, ki je načrtovan za 
zadrževanje polarnih zvrsti in zahteva visoke koncentracije acetonitrila (do 99%) v 
mobilni fazi [31].  
 9 
Lastnosti ionske izmenjave predstavljajo drugačen mehanizem zadrževanja na 
stacionarni fazi, povečajo kapaciteto kolone in zmanjšajo potrebno koncentracijo 
acetonitrila v primerjavi s tradicionalno HILIC kolono. 
 
Kolona Coresep S ima lastnosti HILIC/IEC in je oblikovana tako, da zadržuje in loči 
hidrofilne nevtralne, hidrofilne kisle in hidrofilne bazične komponente. Uporablja majhne 
razlike v hidrofilnih in ionskih lastnostih med molekulami, da zagotavlja boljšo 
separacijo v primerjavi s tradicionalnimi metodami.  
Ionsko-izmenjevalne interakcije s stacionarno fazo na koloni Coresep S omogočajo daljšo 
retencijo bazičnih spojin v primerjavi s tradicionalnimi HILIC kolonami ob uporabi iste 
koncentracije ACN [31, 32]. Na sliki 6 je prikazan primer kolone z dvema režimoma, 
HILIC in AEX.  
 
Slika 6: Primer stacionarne faze HILIC/AEX, kjer zeleni del predstavlja hidrofilno skupino, 
oranžni pa šibko anionsko-izmenjevalno skupino [33]. 
 
1.2.2.2. RPLC/IEC (Kolona Primesep) 
Reverznofazna kromatografija se kot analizna tehnika najpogosteje uporablja pri 
tekočinski kromatografiji visoke ločljivosti. Njena nepolarna stacionarna faza omogoča, 
da se zvrsti na njej ločujejo pretežno s hidrofobnimi interakcijami. V praksi najpogosteje 
uporabimo kolono C18 (slika 3) zaradi njene učinkovitosti. 
 
Kolona Primesep je podobna koloni C18, le da ima na stacionarni fazi poleg dolge 
hidrofobne alkilne verige vstavljeno še ionizabilno kationsko ali anionsko skupino, kar je 
razvidno iz slike 7. To daje koloni ionske in reverznofazne karatkteristike, kot pri 
kromatografiji ionskih parov, le da tukaj ne dodajamo reagenta v mobilno fazo. Tako se 
lahko izognemo mnogim problemom tvorbe ionskih parov [20]. 
  
Primesep
TM MM kolone vsebujejo več različnih modifikacij stacionarne faze z različnimi 
jakostmi ionskih skupin za kationsko-izmenjevalni način (Primesep 100, 200, 300). 
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Slika 7: Prikaz sestave stacionarne faze pri kolonah Primesep 100, 200 in 300 [34]. 
 
Na alkilnih verigah poteka RP mehanizem zadrževanja, na ionizirajočih skupinah (A) pa 
IEX mehanizem [28]. 
 
Kolone Primesep omogočajo spreminjanje naboja na stacionarni fazi v odvisnosti od pH 
mobilne faze, kot je to prikazano na sliki 8 [20]. Vgrajena karboksilna kislina je 
popolnoma ionizirana pri pH nad njeno pKa vrednostjo in izgubi naboj, ko se vrednost 
pH mobilne faze spusti pod to vrednost. S kontroliranjem pH mobilne faze lahko 
spreminjamo lastnosti stacionarne faze za namen naših separacij [34]. Na sliki 8 je 
prikazan primer spreminjanja lastnosti na koloni Primesep 200, ki ima vrednost pKa=2. 
 
 
Slika 8: Stacionarna faza na koloni Primesep 200 pri a) pH > 2,5 in b) pH < 1,5 [34]. 
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2. NAMEN DELA 
 
Mnogi amini in spojine z aminskimi spojinami so biološko aktivne in so zato ena od 
aktivnih farmacevtskih učinkovin v zdravilih. Ker se amini pri določenih pogojih pojavijo 
v ionizirani obliki, to v farmacevtski industriji povzroča težave pri separaciji le-teh. V 
takšni obliki se amini ne zardžujejo na RP koloni, zato moramo poiskati alternativne 
rešitve za optimalno separacijo aminov. V ta namen se poslužujemo uporabe ionsko-
parnih reagentov, v zadnjem času pa se vedno pogosteje uporabljajo kolone z 
modificiranimi stacionarnimi fazami. 
 
V magistrskem delu sem kot modelne spojine uporabila biogene amine, saj vsebujejo 
aminsko skupino in so prav tako biološko aktivne molekule. Izbrala sem tri biogene amine 
(tiramin, triptamin in 2-feniletilamin), ki imajo kromoforje in tako omogočeno detekcijo 
z UV detektorjem.  
 
Glavni namen magistrskega dela je bil primerjava kromatografije z mešanimi režimi z 
uveljavljeno tehniko ionskih parov. 
Preizkusila sem tri različne kolone z mešanimi režimi ter kolono C18 z dodatkom ionsko-
parnega reagenta. Na vsaki sem poskusila optimizirati separacijo s spreminjanjem ionske 
jakosti, pH in polarnosti mobilne faze.  
Na koncu sem na dveh kolonah izbrala najbolj primerni metodi in ju validirala. Pri tem 
sem določila mejo kvantifikacije, preverila linearnost in ponovljivost ter dobljene 
rezultate med seboj primerjala. 
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3. EKSPERIMENTALNI DEL 
3.1. Aparature 
 analitska tehtnica, Mettler Toledo MX5 
 analitska tehtnica Axis, Intertech d.o.o. Radomlje 
 pH meter SevenEasy pH, Mettler Toledo 
 hladilnik, Gorenje 
 sprektrofotometer, CARY 50 Probe UV-Visible Spectrophotometer 
 HPLC, instrument 1: Shimatzu Nexera XR 
o kvarterna črpalka 
o razplinjevalec mobilne faze 
o termostatiran avtomatski vzorčevalnik 
o kolonski termostat 
o PDA detektorja 
o računalnik s programom Shimadzu LCMS LabSolution za nastavitev 
pogojev in vrednotenje rezultatov 
o kolona:  
 SIELC, Coresep S, 4,6 mm x 150 mm, 2,7 μm, 90 Å 
 HPLC, instrument 2: Thermo Scientific UHPLC, Dionex UltiMate 3000  
o gradientna črpalka 
o detektor na niz diod (DAD) 
o UV-VIS detektor 
o termostatiran avtomatski vzorčevalnik 
o kolonski termostat 
o računalnik s programom Chromeleon za nastavitev pogojev in vrednotenje 
rezultatov 
o kolone:  
 SIELC, Primesep 200, 4,6 mm x 150 mm, 3 μm, 100 Å 
 SIELC, Primesep 500, 4,6 mm x 150 mm, 5 μm, 100 Å 
 Kromasil 300-5-C18, 4,6 mm x 150 mm, 5 μm, 300 Å 
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3.2. Kemikalije in reagenti 
 
Tabela 2: Seznam uporabljenih kemikalij 
Ime M (g/mol) w (%) Proizvajalec Kratica 
fosforjeva kislina 97,995 85 Carlo Erba / 
amonijev format 63,06 ≥ 99,0 Sigma-Aldrich AF 
acetonitril 41,05 99,99 Fisher Chemical ACN 
natrijev dodecilsulfat 288,372 ≥ 85.0 Merck SDS 
klorovodikova kislina 36,46 37 (v/v) Carlo Erba / 
triptamin hidroklorid 196.68 99,99 Aldrich TRP 
tiramin hidroklorid 173.64 ≥ 98 Sigma TYR 
2-feniletilamin 
hidroklorid 
157.64 ≥98% Sigma PHET 
mravljična kislina 46,025 ≥ 98,0 Honeywell Fluka FA 
natrijev dihidrogen 
fosfat dihidrat 
NaH2PO4 
. 2H2O 
156,008 ≥ 99,0 kemika NHP 
 
3.3. Priprava raztopin, pufrov in mobilnih faz 
 
 0,1 M HCl 
Do polovice 1 L merilne buče sem natočila MQ vodo, dodala 8,28 mL koncentrirane HCl 
(37%) in dopolnila do oznake. 
 
 Standardne raztopine aminov 1 g/L v 0,1 M HCl 
Standardne raztopine sem za vsak biogeni amin pripravljala posebej. Zatehtala sem 
približno 25 mg standarda, ga prenesla v 25 mL merilno bučko in jo dopolnila do oznake 
z 0,1 M raztopino HCl. Na tak način sem pripravila 8 standardnih raztopin biogenih 
aminiov. 
 
 10 mM mravljična kislina 
1 L merilno bučo sem napolnila z MQ do polovice, vanjo odmerila 3,77 mL mravljične 
kisline in bučo dopolnila z MQ do oznake. Pripravljena raztopina mravljične kisline je 
imela koncentracijo 0,1 M. Zaradi prenizke pH vrednosti (2,33) sem v 1 L buči z 
redčenjem pripravila še 10 mM raztopino mravljične kisline. Pripravljena raztopina 10 
mM mravljične kisline je imela pH 2,94. 
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 10 mM amonijev format 
1 L čašo sem napolnila s približno 600 mL MQ, natehtala 0,631 g amonijevega formata, 
prenesla v čašo in dala na magnetno mešalo. pH vrednost raztopine je znašala 6,4. 
Raztopini sem dodajala mravljično kislino in uravnala pH na 3,10. 
 
 0,1% in 0,0005% fosforjeva kislina 
1 L merilno bučo sem dopolnila do polovice z MQ, dodala 1,18 mL 85% fosforjeve 
kisline in bučo dopolnila do oznake z MQ. Pripravljena 0,1% raztopina je imela pH 1,77. 
Zaradi prenizke vrednosti pH sem raztopino redčila, dokler ni bila vrednost pH okoli 3. 
V 50 mL bučki sem z redčenjem pripravila še 0,0005% raztopino fosforjeve kisline, ki je 
imela pH vrednost 2,83.  
 
 Mešanica ACN, 10 mM pufer amonijev format (80:20), pH=3,1 
500 mL merilno čašo sem do polovice dopolnila z ACN, dodala 100 mL 10 mM raztopine 
pufra amonijevega formata in dopolnila do oznake z ACN. Mešanico sem prenesla v 800 
mL čašo, jo postavila na magnetno mešalo, vklopila mešanje in merila pH. Začetna 
vrednost pH je znašala 4,35. Dodajala sem mravljično kislino, dokler pH vrednost ni 
znašala 3,1.  
 
 10 mM raztopina NaH2PO4×2H2O 
100 mL merilno bučko sem dopolnila do polovice, zatehtala 0,156 g soli in jo prenesla v 
bučko in dopolnila do oznake z MQ.  
 
 Mešanica ACN, 10 mM pufer natrijev dihidrogen fosfat (80:20), pH=3,1 
500 mL merilno bučko sem do polovice dopolnila z ACN, dodala 100 mL 10 mM 
raztopine natrijevega dihidrogen fosfata in dopolnila do oznake z ACN. Mešanico sem 
prenesla v 800 mL čašo, jo postavila na magnetno mešalo, vklopila mešanje in merila pH. 
Začetna vrednost pH je znašala 6,20. Dodajala sem fosforjevo kislino, dokler pH vrednost 
ni znašala 3,1. 
 
 50 mM pufer amonijev format, pH=4,5 
1L čašo sem napolnila s približno 700 mL MQ. V manjšo čašo sem zatehtala 3,155g 
amonijevega formata, sol prenesla v čašo in jo sprala z MQ. V čašo sem dala magnet in 
jo postavila na magnetno mešalo. pH te raztopine je znašal približno 6,3. Z dodajanjem 
mravljične kisline sem uravnala pH na 4,5. Raztopino sem prenesla v 1L merilno bučo, 
čašo nekajkrat sprala z MQ in bučo dopolnila do oznake.  
 
 MQ + mravljična kislina, pH=4,5 
1L čašo sem napolnila s približno 800 mL MQ. V čašo sem dala magnet in jo postavila 
na magnetno mešalo. Med mešanjem sem merila vrednost pH. V MQ sem po kapljicah v 
MQ dodajala razredčeno mravljično kislino in jo dodajala, dokler pH raztopine ni znašal 
4,5. 
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 20 mM pufer amonijev format, pH=4,5 pH=5,5 in pH=6,0 
500 mL čašo sem napolnila z MQ približno 400 mL. V manjši čaši sem zatehtala 1,262 g 
amonijevega formata, ga prenesla v čašo in s pomočjo magnetnega mešala raztopila sol. 
Med mešanjem sem merila pH in dodajala razredčeno mravljično kislino, s katero sem 
uravnala pH. Raztopino sem prenesla v 500 mL merilno bučo in jo dopolnila do oznake.  
 
 5 mM SDS v 0,1 % fosforjevi kislini 
0,5 L bučo sem napolnila do polovice z MQ vodo in vanjo dodala 0,59 mL fosforjeve 
kisline. V tehtalno ladjico sem zatehtala 0,7209 g SDS in ga prenesla v bučo, ladjico 
sprala z MQ vodo ter bučo dopolnila do oznake. pH pripravljene raztopine je znašal 2,1.  
 
3.4. Kromatografski pogoji 
Spodnji kromatografski pogoji so bili uporabljeni pri vseh separacijskih metodah in jih 
tekom dela nisem spreminjala.  
 Pretok mobilne faze: 1 mL/min 
 Volumen injiciranja: 10 μL 
 Temperatura termostatiranja kolone: 30 °C 
 Temperatura avtomatskega vzorčevalnika: 15 °C 
 Merjenje absorbance: 190 – 380 nm 
 
3.5. Absorpcijski spektri  
Preden sem se lotila optimizacije analizne metode, sem posnela absorpcijske spektre 
standardnih raztopin desetih biogenih aminov (slika 1) v UV območju (190 – 400 nm). 
Njihova koncentracija je znašala približno 50 ppm. 
3.6. Razvoj separacijske metode 
Na začetku sem na štirih različnih kolonah poskušala razviti metodo, s katero bi lahko 
ločila biogene amine, ki jih lahko detektiram z UV-VIS detektorjem. To so tiramin, 
triptamin in 2-feniletilamin. Pri tem sem spreminjala ionsko jakost in pH pufra v vodni 
fazi in polarnost glede na razmerje vodne in organske faze. Opazovala sem, kako 
spreminjanje omenjenih pogojev vpliva na retencijske čase aminov, da bi bolje razumela 
separacijske mehanizme na kolonah. 
3.7. Validacija metode 
Na dveh kolonah sem razvila metodi, s katerima sem ločila izbrane biogene amine. 
Metodi sem na koncu še validirala, pri čemer sem preverila linearnost, mejo kvantifikacije 
in ponovljivost metode. 
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3.7.1. Linearnost 
Za vsak biogeni amin sem izbrala 5 različnih koncentracij, jih injicirala, ločila na koloni 
z izbrano metodo in opazovala odziv. V območju izbranih koncentracij sem preverila 
linearnost. 
Poleg tega sem določila tudi mejo kvantifikacije, ki je najnižja koncentracija, ki jo še 
lahko določimo. Razmerje signala in šuma (S/N) je približno 20. 
3.7.2. Ponovljivost 
Po določitvi linearnosti sem izbrala srednjo koncentracijo na grafu in z njo izvedla še test 
za ponovljivost. Za vsak biogeni amin sem pripravila šest standardnih raztopin, iz vsake 
standardne raztopine pripravila raztopino z izbrano koncentracijo, jo injicirala, ločila na 
koloni z izbrano metodo ter opazovala odziv. Rezultate za vsak biogeni amin sem med 
seboj primerjala in izračunala standardni odklon (σ) ter koeficient variacije (CV).  
 
Standardni odklon (σ) je statistični kazalec, največkrat uporabljen za merjenje 
statistične razpršenosti enot. Z njim je moč izmeriti, kako razpršene so vrednosti, 
vsebovane v populaciji. Standardni odklon je definiran kot kvadratni koren variance, s 
čimer je v vsakem primeru dosežena pozitivna vrednost kazalca [35]. 
 
 
𝜎 = √
(𝑥1 − x̅)2 + (𝑥2 − x̅)2 +⋯+ (𝑥𝑁 − x̅)2
𝑁
 (1) 
 
Koeficient variacije (CV) je statistični kazalec, ki prikazuje razpršitev statističnih enot 
okoli aritmetične sredine njihove statistične populacije. Definiran je kot razmerje med 
standardnim odklonom in aritmetično sredino; od standardnega odklona se razlikuje po 
tem, da je merjen v odstotkih in ga je zato moč uporabiti za primerjavo razpršenosti enot 
različnih statističnih populacij [36]. 
 
 𝐶𝑉 =
𝜎
?̅?
∙ 100% (2) 
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4. REZULTATI IN DISKUSIJA 
4.1. Snemanje spektrov in izbira biogenih aminov 
Pri snemanju spektrov sem določila, kateri biogeni amini so primerni za opazovanje in 
določevanje v izbranem območju spektra in pri katerih valovnih dolžinah bom opazovala 
izbrane biogene amine.  
Amini, ki so absorbirali svetlobo v tem delu spektra, so triptamin, tiramin, histamin, 2-
feniletilamin in agmatin. Histamin in agmatin sem na koncu izključila, ker se je njun 
spekter prekrival s spektrom raztopine formatnega pufra in kvalitativna določitev za njiju 
ne bi bila mogoča. V nadaljevanju sem se ukvarjala z ločevanjem in detektiranjem treh 
biogenih aminov: tiramin (TYR), triptamin (TRP) in 2-feniletilamin (PHET). Spektri teh 
biogenih aminov so prikazani na slikah 9-11. 
 
 
Slika 9: Absorpcijski spekter raztopine tiramina, 25 ppm. 
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Slika 10: Absorpcijski spekter raztopine triptamina, 50 ppm. 
 
 
 
 
 
Slika 11: Absorpcijski spekter raztopine 2-feniletilamina, 250 ppm. 
 
Valovne dolžine absorpcijskih vrhov za detekcijo ter pKa vrednosti izbranih biogenih 
aminov v vodnih raztopinah so zbrani v tabeli 3. 
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Tabela 3: Valovne dolžine absorpcijskih vrhov za detekcijo ter pKa vrednosti izbranih biogenih 
aminov v vodnih raztopinah [11]. 
Biogeni amin valovna dolžina pKa1 pKa2 pKa3 
TYR 276 nm 9,74 10,52 / 
TRP 280 nm 10,02 ni podatka / 
PHET 258 nm 9,83 / / 
 
4.2. Kolona Coresep S 
Na instrumentu 1 sem biogene amine ločevala na koloni Coresep S. Ta vsebuje hidrofilne 
interakcije, zato sem v primeru gradientne metode postopoma zmanjševala vsebnost 
organske faze (ACN). Sestavo mobilnih faz pri posameznih metodah sem podala v 
tabelah, kjer so zapisane vsebnosti posameznih komponent. 
 
 Metoda 1 
Začela sem z metodo, kjer sem uporabila tri mobilne faze: raztopina mravljične kisline, 
pufer in ACN. S tem sem želela preveriti, pri kakšnem razmerju mobilnih faz se bodo 
eluirali amini. V istem kromatogarmu sem tako izvedla gradient polarnosti in pH mobilne 
faze. 
 
t (min)     MQ + mravljična kislina (%) 50 mM amonijev format (%) ACN (%) 
0 95 5 0 
15 50 50 0 
30 50 0 50 
45 0 0 100 
45,1 95 5 0 
55 95 5 0 
 
   
Slika 12: Grafični prikaz spreminjanja sestave mobilne faze pri metodi 1. 
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Slika 13: Kromatogram biogenih aminov pri metodi 1 na koloni Coresep S. 
TYR: 29,73 min 
TRP: dvojni vrh, 33,8 min in 34,60 min 
PHET: 29,90 min 
 
Kot vidimo iz slike 13 se vrhova TYR in PHET prekrivata, TRP pa ima dvojni vrh, ker je 
prisoten v dveh različnih ioniziranih oblikah. Biogeni amini se eluirajo med 29 in 35 min. 
Takrat vsebnost mravljične kisline znaša 0%, vsebnost ACN pada, vsebnost pufra pa 
narašča. Glede na rezultate sem sklenila, da gradient pH ni potreben za uspešno 
separacijo. V naslednji metodi sem zato izpustila mravljično kislino in opazovala, kako 
se biogeni amini ločijo pri gradientni metodi samo z ACN in pufrom. 
 
 
 Metoda 2 
 
t (min) 10 mM amonijev format, pH=3,1 (%) ACN (%) 
0 80 20 
30 5 95 
30,1 80 20 
40 80 20 
0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 35.0 40.0 45.0 50.0 55.0 min
-1.50
-1.25
-1.00
-0.75
-0.50
-0.25
0.00
0.25
0.50
0.75
1.00
1.25
1.50
1.75
2.00
uV(x10,000)
TRP TYR 
 PHET 
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Slika 14: Grafični prikaz spreminjanja sestave mobilne faze pri metodi 2. 
 
Slika 15: Kromatogram biogenih aminov pri metodi 2 na koloni Coresep S. 
 
 
Slika 16: Povečan vrh TRP. 
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TYR: 10,43 min 
TRP: širok, več vrhov, 8,92 min 
PHET: 9,31 min 
 
Biogeni amini so se eluirali po 10 minutah in se na kromatogramu nahajajo precej skupaj. 
Vrh za TRP je ponovno sestavljen iz večih vrhov.  
 
 Metoda 3 
Amine sem poskusila ločiti z izokratsko metodo z ACN in 10 mM formatnim pufrom s 
pH 3,1. Razmerje med organsko in vodno fazo je znašalo 80/20.  
 
 
Slika 17: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 3 na koloni Coresep S. 
TYR: 17,37 min 
TRP: štirje vrhovi; 16,05 min, 16,37 min, 16,52 min in 16,65 min 
PHET: 14,28 min 
 
Vrhovi so tudi v tem primeru slabo ločeni. Vrh od TRP je sestavljen iz večih vrhov zaradi 
nastanka različnih ioniziranih oblik molekule triptamina. Zelo je izražen vpliv topila na 
separacijo. 
 
V naslednjem koraku sem želela primerjati metodo 3, ki vsebuje dve mobilni fazi, z 
metodo 4, kjer sem uporabila le eno mobilno fazo, ki je bila mešanica prvih dveh, v 
enakem razmerju. Pripravila sem mešanico ACN in 10 mM amonijevega formata s pH 
3,09 v razmerju 80/20. 
 
 Metoda 4 
 
t (min) mešanica ACN/10 mM amonijev format, pH=3,09 (80/20) (%) 
0 100 
30 100 
11.5 12.0 12.5 13.0 13.5 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 19.5 20.0 20.5 min
0.00
0.25
0.50
0.75
1.00
1.25
1.50
1.75
2.00
2.25
2.50
2.75
3.00
3.25
3.50
3.75
4.00
4.25
uV(x10,000)
TYR 
TRP 
PHET 
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Slika 18: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 4 na koloni Coresep S. 
 
Pri metodi 4 so se biogeni amini dobro ločili in vsi vrhovi so enojni. Najverjetnejši razlog 
je slabo mešanje mobilnih faz iz kanala A in B v HPLC črpalki. 
Za primerjavo sem ponovila metodo, le da sem namesto formatnega pufra uporabila 
fosfatni pufer z enako vrednostjo pH.  
 
 Metoda 5 
 
t (min) mešanica ACN/10 mM natrijev dihidrogen fosfat, pH=3,1 (80/20) (%) 
0 100 
30 100 
  
 
Slika 19: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 5 na koloni Coresep S. 
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Tabela 4: Primerjava rezultatov metode 4 in 5, kjer sem uporabila formatni in fosfatni pufer. 
 mešanica ACN/10 mM 
amonijev format, pH=3,09 
(80/20) 
mešanica ACN/10 mM 
natrijev dihidrogen fosfat, 
pH=3,1 (80/20) 
TYR 10,55 min 10,64 min 
TRP 8,54 min 8,39 min 
PHET 9,35 min 9,24 min 
 
Rezultati zadnjih dveh metod se ne razlikujejo bistveno, kar vidimo iz tabele 4. Biogeni 
amini so dobro ločeni in imajo lepe, ozke vrhove. Vrh za PHET je nekoliko manjši, ker 
ima višjo mejo kvantifikacije, zato bi morala zanj uporabiti višjo koncentracijo. Ti 
eksperimenti so še potrdili hipotezo, da je vir težav pri prvih eksperimentih slabo mešanje 
mobilnih faz v HPLC sistemu.  
 
 Metoda 6 
Odločila sem se, da uporabljam fosfatni pufer, ker omogoča doseganje nižjih pH 
vrednosti in zaradi boljše zaznave z UV detektorjem. Pufru sem še nekoliko znižala 
vrednost pH na vrednost 2,8. 
 
t (min) mešanica ACN/10 mM natrijev dihidrogen fosfat, pH=2,8 (80/20) (%) 
0 100 
30 100 
 
 
Slika 20: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 6 na koloni Coresep S. 
 
TYR: 8,14 min 
TRP: 6,47 min 
PHET: 7,19 min 
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Biogeni amini se pri nižji vrednosti pH eluirajo nekaj minut prej. Še vedno so dobro 
ločeni.  
 
 Metoda 7 
Naredila sem primerjavo z metodo 6, kjer sem uporabila eno mobilno fazo, ki je mešanica 
fosfatnega pufra in ACN v razmerju 20/80 s pH=2,8. Pri metodi 7 sem uporabila dve 
mobilni fazi, fosfatni pufer in ACN, v istem razmerju (20/80). pH vrednost samega pufra 
je bila 2,8. 
 
t (min) 10 mM natrijev dihidrogen fosfat, pH=2,8 (%) ACN (%) 
0 20 80 
30 20 80 
 
 
Slika 21: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 7 na koloni Coresep S. 
TYR: 15,10 min 
TRP: 17,33 min 
PHET: 12,39 min 
 
Pri tej metodi so se biogeni amini eluirali kasneje. Poleg tega se je spremenil tudi vrstni 
red eluacije. TRP se je v tem primeru dalj časa zadrževal na koloni. 
Ponovila sem metodo 7, le da sem pH vrednost pufra še nekoliko zmanjšala na 2,04 in 
1,74. 
 
 Metoda 8 
 
t (min) 10 mM natrijev dihidrogen fosfat, (pH=2,04) (%) ACN (%) 
0 20 80 
30 20 80 
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Slika 22: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 8 na koloni Coresep S. 
Biogeni amini so v tem primeru še bolje ločeni.   
 
 Metoda 9 
 
t (min) 10 mM natrijev dihidrogen fosfat, (pH=1,74) (%) ACN (%) 
0 20 80 
30 20 80 
 
 
Slika 23: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 9 na koloni Coresep S. 
 
Vrhovi so dobro ločeni, retencijski časi pa so podobni rezultatom metode 6, kjer sem 
uporabila mešanico, ki ima vrednost pH 2,8. Izmerila sem še pH mešanice ACN/10 mM 
natrijev dihidrogen fosfat, pH=1,74 (80/20), ta pa je znašal približno 2,8.  
 
 
 
 
7.00 7.25 7.50 7.75 8.00 8.25 8.50 8.75 9.00 9.25 9.50 9.75 10.00 10.25 10.50 10.75 11.00 11.25 11.50 11.75 12.00 12.25 min
0.0
1.0
2.0
3.0
4.0
5.0
6.0
7.0
8.0
uV(x10,000)
4.75 5.00 5.25 5.50 5.75 6.00 6.25 6.50 6.75 7.00 7.25 7.50 7.75 8.00 8.25 8.50 8.75 min
0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0
1.1
uV(x100,000)
TRP 
TRP 
TYR 
TYR 
PHET 
PHET 
 29 
Tabela 5: Zbrani rezultati retencijskih časov za metode 6, 8 in 9. 
 metoda 6 metoda 8 metoda 9 
TYR 8,14 min 11,20 min 7,80 min 
TRP 6,47 min 8,58 min 6,34 min 
PHET 7,19 min 9,69 min 6,98 min 
 
Iz rezultatov zadnjih štirih metod (6-9) je razvidno, da je prišlo do zamenjave vrstnega 
reda elucije pri metodi 7, ko je bila vrednost pH najvišja. Sklepam, da se pri pH vrednosti, 
ki je nekoliko višja od 2,8, triptamin deprotonira in se zaradi tega močneje veže na 
stacionarno fazo preko hidrofilnih interakcij. Poleg tega so pri višji ionski jakosti 
hidrofobne interakcije triptamina nekoliko onemogočene, ker je na voljo več 
izmenjevalcev (H+ ionov). 
 
 Metoda 10 
Za konec pa sem za primerjavo spremenila še razmerje mobilnih faz, pri čemer sem 
povečala vsebnost organske faze. 
 
t (min) 10 mM natrijev dihidrogen fosfat, (pH=2,04) (%) ACN (%) 
0 15 85 
15 15 85 
 
 
Slika 24: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 10 na koloni Coresep S. 
Tabela 6: Primerjava rezultatov pri metodah 8 in 10, kjer sem spreminjala razmerje vodne in 
organske faze. 
 metoda 8 metoda 10 
TYR 11,20 min 17,46 min 
TRP 8,58 min 15,40 min 
PHET 9,69 min 14,48 min 
 
12.5 13.0 13.5 14.0 14.5 15.0 15.5 16.0 16.5 17.0 17.5 18.0 18.5 19.0 19.5 min
0.0
0.5
1.0
1.5
2.0
2.5
3.0
3.5
4.0
uV(x10,000)
TRP 
TYR 
PHET 
 30 
Vrhova od PHET in TRP sta blizu skupaj in se malenkost prekrivata, zato ta ločba ni 
dobra. Poleg tega se v tem primeru spet spremeni vrstni red elucije. 
Iz primerjave rezultatov metod 8 in 10 je razvidno, da se amini hitreje eluirajo pri manjši 
vsebnosti organske faze ACN, ko je mobilna faza bolj polarna.  
Poleg tega se z nižanjem pH vrednosti pufra amini eluirajo prej, kar je razvidno iz 
primerjave rezultatov metod 8 in 9 (tabela 5).  
 
Iz dobljenih rezultatov na koloni Coresep S lahko zaključim, da je fosfatni pufer bolj 
primeren za separacijo aminov, saj lahko z njim dosegamo nižje pH vrednosti raztopin in 
s tem dobimo boljšo separacijo aminov.  
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Nadaljevala sem na instrumentu 2, kjer sem najprej uporabila dve različni Primesep 
koloni in na koncu za primerjavo še kolono C18, ki sem ji dodala ionsko-parni reagent 
oz. surfaktant SDS. Princip delovanja je pri obeh tipih kolone enak, prisotna imamo dva 
separacijska mehanizma: ionska izmenjava in reverznofazna ločba. Razlika je v tem, da 
sta pri kromatografiji z mešanimi režimi oba mehanizma že vključena v stacionarni fazi. 
Kolona C18 pa je sama po sebi reverznofazna z nepolarno stacionarno fazo, z dodatkom 
surfaktanta (SDS) pa omogočimo še mehanizem ionskih parov. 
4.3. Kolona Primesep 200 
Kolona Primesep 200 je kolona z modificirano stacionarno fazo, kar pomeni, da na njej 
hkrati potekata dva mehanizma separacije: reverznofazni in ionsko-izmenjevalni. Število 
200 se nanaša na pKa karboksilne kisline na stacionarni fazi, ki je v tem primeru 2. To 
pomeni, da mora biti pH mobilne faze nad 2,5, če želimo, da so ionizirajoče funkcionalne 
skupine na stacionarni fazi ionizirane. 
  
 Metoda 11 
Na začetku sem ustvarila metodo, pri kateri sem opazovala, kako se biogeni amini ločijo 
s spreminjanjem pH vrednosti in ionske moči. Prvi del kromatograma (do 20. minute) 
predstavlja gradient ionske jakosti, od 20. do 40. minute pa gradient polarnosti mobilne 
faze. 
Stacionarna faza kolone Primesep 200 ima pKa vrednost 2, zato sem uporabila pufer, ki 
ima vsaj za 2 višjo pH vrednost.  
 
t (min) MQ + FA (pH=4,5) (%) 50 mM AF, pH=4,5 (%) ACN (%) 
0 95 0 5 
20 0 95 5 
40 0 5 95 
50 0 5 95 
50,1 95 0 5 
60 95 0 5 
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Slika 25: Grafični prikaz spreminjanja sestave mobilne faze pri metodi 13. 
 
Slika 26: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 13 na koloni Primesep 200. 
TYR: 23,41 min 
TRP: 34,23 min 
PHET: 30,02 min  
 
Biogeni amini so se eluirali med 23 in 35 minut, kjer sem spreminjala polarnost mobilne 
faze. V tem območju se je povečevala vsebnost ACN in manjšala vsebnost pufra. Ker se 
analiti eluirajo v drugem delu, ko se spreminja polarnost mobilne faze, sem se odločila, 
da v nadaljevanju uporabim kot mobilni fazi le ACN in pufer. 
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 Metoda 12 
 
t (min) 50 mM AF, pH=4,5 (%) ACN (%) 
0 95 5 
20 5 95 
25 5 95 
25,01 95 5 
35 95 5 
 
 
Slika 27: Grafični prikaz spreminjanja sestave mobilne faze pri metodi 12. 
 
 
Slika 28: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 12 na koloni Primesep 200. 
TYR: 6,72 min 
TRP: 13,20 min 
PHET: 9,96 min  
 
Biogeni amini so v tem primeru dobro ločeni, vrhovi pa so simetrični. Vrstni red 
separacije je enak, kot pri prejšnji metodi: TYR se izloči prvi, nato PHET in na koncu 
TRP. 
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 Metoda 13 
Opazovala sem, kako se s spreminjanjem ionske jakosti in vrednosti pH mobilne faze 
biogeni amini separirajo na koloni Primesep 200. Pripravila sem tri raztopine formatnega 
pufra z različnimi koncentracijami (20, 35 in 50 mM) in pri vsaki koncentraciji pripravila 
pufre s tremi različnimi vrednostmi pH (4,5, 5,5 in 6). 
 
 
Slika 29: Grafični prikaz spreminjanja sestave mobilne faze pri metodi 13. 
 
a) 20 mM AF, pH=4,5 
 
Slika 30: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 13a na koloni Primesep 200. 
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b) 20 mM AF, pH=5,5 
 
Slika 31: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 13b na koloni Primesep 200. 
 
c) 20 mM AF, pH=6 
 
Slika 32: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 13c na koloni Primesep 200. 
 
V primeru, ko je koncentracija pufra amonijevega formata 20 mM, so vrhovi precej široki. 
TRP se eluira v 28. minuti, ko na koloni poteka uravnotežanje sistema, zato ta metoda ni 
primerna. 
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d) 35 mM AF, pH=4,5 
 
Slika 33: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 13d na koloni Primesep 200. 
 
 
e) 35 mM AF, pH=5,5 
 
Slika 34: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 13e na koloni Primesep 200. 
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f) 35 mM AF, pH=6 
 
Slika 35: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 13f na koloni Primesep 200. 
 
Pri višji koncentraciji pufra se biogeni amini eluirajo prej. Poleg tega lahko opazimo tudi 
to, da se z višanjem vrednosti pH višajo tudi vrednosti retencijskih časov. Ta pojav lahko 
razložimo s pomočjo slike 8. Pri višji vrednosti pH je več funkcionalnih skupin na 
stacionarni fazi kolone ioniziranih, kar povzroči nastanek privlačnih interakcij z 
ioniziranimi molekulami analitov. Posledično se analiti na koloni zadržujejo dalj časa in 
je vrednost retencijskih časov večja.  
 
g) 50 mM AF, pH=4,5 
h) 50 mM AF, pH=5,5 
i) 50 mM AF, pH=6 
 
Rezultati pri najvišji koncentraciji pufra se ne razlikujejo bistveno od rezultatov pri 
koncentraciji pufra 35 mM.  
 
Tabela 7: Retencijski časi biogenih aminov pri različnih koncentracijah in pH vrednostih 
formatnega pufra. 
 c(AF) pH=4,5 pH=5,5 pH=6 
TYR 20 mM 10,4 min 11,29 min 11,78 min 
35 mM 6,07 min 6,61 min 6,94 min 
50 mM 5,63 min 7,13 min 8,00 min 
TRP 20 mM 27,46 min 27,86 min 28,04 min 
35 mM 11,57 min 12,51 min 13,06 min 
50 mM 10,66 min 13,10 min 14,39 min 
PHET 20 mM 27,46 min 27,86 min 28,04 min 
35 mM 11,57 min 12,51 min 13,06 min 
50 mM 10,66 min 13,10 min 14,39 min 
PHET 
TRP 
TYR 
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Iz tabele 7 je razvidno, da se z višanjem pH vrednosti zvišujejo tudi retencijski časi 
biogenih aminov. Pri pH vrednostih 5,5 in 6 opazimo, da so retencijski časi pri 
koncentraciji pufra 50 mM večji kot pri koncentraciji 35 mM.  
 
Po pregledu rezultatov sem se odločila, da za validacijo izberem metodo 13e, kjer sem 
uporabila pufer amonijev format s koncentracijo 35 mM in pH 5,5. Ker obe koncentraciji 
pufra, 35 mM in 50 mM, dajeta zadovoljive rezultate, sem izbrala nižjo koncentracijo 
zaradi manjše porabe reagenta.   
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4.4. Kolona Primesep 500 
Stacionarna faza na koloni Primesep 500 ima vrednost pKa=5, zato sem pripravila pufer 
z nekoliko višjim pH. Kasneje sem za primerjavo uporabila tudi pufer s pH nižjim od 5, 
da sem pokazala delovanje takšne kolone. 
 
 Metoda 14 
Na koloni Primesep 500 sem začela z enako metodo, kot pri koloni Primesep 200, le da 
sta pH vrednosti vodnih mobilnih faz znašali 5,5. Prvi del kromatograma (do 20. minute) 
predstavlja gradient ionske jakosti, od 20. do 40. minute pa gradient polarnosti mobilne 
faze. 
 
t (min) MQ + FA (pH=5,5) (%) 50 mM AF, pH=5,5 (%) ACN (%) 
0 95 0 5 
20 0 95 5 
40 0 5 95 
50 0 5 95 
51 95 0 5 
60 95 0 5 
 
 
Slika 36: Grafični prikaz spreminjanja sestave mobilne faze pri metodi 14. 
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Slika 37: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 14 na koloni Primesep 500. 
TYR: 26,82 min 
TRP: 37,62 min 
PHET: 36,38 min  
 
Biogeni amini so se eluirali med 26. in 37. minuto. V tem območju se je povečevala 
vsebnost ACN in manjšala vsebnost pufra. Ker se analiti eluirajo v drugem delu, ko se 
spreminja polarnost mobilne faze, sem se odločila, da v nadaljevanju uporabim kot 
mobilni fazi le ACN in pufer. 
 
 Metoda 15 
Pripravila sem pufre amonijevega formata z dvema različnima koncentracijama (35 in 50 
mM) in tremi različnimi vrednostimi pH (4, 5,5 in 6,5). S tem sem opazovala, kako se s 
spreminjanjem ionske jakosti in vrednosti pH mobilne faze separirajo biogeni amini na 
koloni Primesep 500. 
 
t (min) pufer amonijev format (%) ACN (%) 
0 95 5 
20 5 95 
25 5 95 
25,01 95 5 
35 95 5 
PHET 
TRP TYR 
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Slika 38: Grafični prikaz spreminjanja sestave mobilne faze pri metodi 15. 
 
a) 35 mM AF pH=6,5 
 
Slika 39: Približan kromatogram biogenih aminov pri metodi 15a na koloni Primesep 500. 
TYR: 14,68 min 
TRP: 27,93 min 
PHET: ni viden 
 
Pri koncentraciji pufra 35 mM vrh za PHET sploh ni viden, TRP se eluira precej pozno. 
V nadaljevanju sem zato poskusila ločiti amine pri višji jonski jakosti mobilne faze, tako 
da sem povečala koncentracijo pufra na 50 mM. 
 
Opazovala sem, kako se spreminjajo retencijski časi z nižanjem pH vrednosti pufra. 
Rezultate sem zbrala v tabeli 8. 
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Tabela 8: Retencijski časi pri uporabi formatnega pufra s tremi vrednostmi pH. 
50 mM AF pH=6,5 pH=5,5 pH=4 
TYR 11,79 min 11,05 min 3,89 min 
TRP 18,61 min 18,08 min 7,51 min 
PHET 17,60 min 17, 39 min 6,05 min 
 
 
Pri vrednosti pufra pH=6,5 so vsi vrhovi vidni in dobro ločeni.  
Pri vrednosti pufra pH=5,5 se retencijski časi ne rezlikujejo bistveno od prejšnjega 
primera. 
Pri vrednosti pufra pH=4 pa se biogeni amini eluirajo nekoliko prej in so dobro ločeni.  
 
Z zadnjimi tremi primeri vidimo, kako pomembna je izbira pH pufra. Pri pH=4 zaradi 
prenizke vrednosti pH ni prišlo do kationske izmenjave, prisoten je bil le reverznofazni 
mehanizem. Ker med biogenimi amini in stacionarno fazo ni prišlo do ionskih interakcij, 
so se ti eluirali hitreje, kot če bi bile te interakcije prisotne.  
 
Zaradi neznanih vrhov na kromatogramu (bleeding kolone) smo se odločili, da kolona ni 
najbolj primerna za nadaljnjo analizo. 
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4.5. Primerjava kolon Primesep 200 in Primesep 500 
Pri obeh kolonah sem uporabljala enaki metodi in mobilni fazi (ACN in pufer amonijev 
format). V tabeli 9 so zbrani retencijski časi na obeh kolonah pri različnih vrednostih pH 
pufra in enaki koncentraciji pufra. 
 
c(AF) = 50 mM 
 
Tabela 9: Primerjava retencijskih časov pri metodi 13 na koloni Primesep 200 in metodi 15 na 
koloni Primesep 500. 
 Primesep 200 Primesep 500 
 pH=4,5 pH=5,5 pH=6 pH=4 pH=5,5 pH=6,5 
TYR 5,63 min 7,13 min 8,00 min 3,89 min 11,05 min 11,79 min 
TRP 10,66 min 13,10 min 14,39 min 7,51 min 18,08 min 18,61 min 
PHET 8,11 min 10,47 min 12,92 min 6,05 min 17, 39 min 17,60 min 
 
Koloni se razlikujeta po sestavi stacionarne faze in imata posledično različni pKa 
vrednosti. Kolona Primesep 200 je zaradi nižje vrednosti pKa bolj primerna za separacijo 
aminov, saj nam omogoča večji razpon pri izbiri pH vrednosti pufra, če želimo, da pri 
separaciji sodelujeta oba mehanizma.  
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4.6. Kolona Kromasil 300-5-C18 
Nazadnje sem za primerjavo poskušala razviti metodo še na koloni C18, pri čemer sem 
kot eno izmed mobilnih faz uporabila raztopino surfaktanta v 0,1% fosforjevi kislini. Na 
začetku sem poskusila z gradientno metodo in opazovala, pri katerem razmerju vodne in 
organske faze se eluirajo biogeni amini. 
 
 Metoda 16 
 
t (min) 5 mM SDS, 0,1% fosf.k., pH=2,1 (%) ACN (%) 
0 95 5 
20 5 95 
30 5 95 
31 95 5 
35 95 5 
 
 
Slika 40: Grafični prikaz spreminjanja sestave mobilne faze pri metodi 16. 
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Slika 41: Kromatogram biogenih aminov pri metodi 16 na koloni Kromasil 300-5-C18. 
 
TYR: 11,18 min 
TRP: 12,31 min 
PHET: 12,23 min  
 
Vsi biogeni amini so se eluirali okoli 12. minute. Nadaljevala sem z izokratskim načinom 
in poskušala najti idealno razmerje med vodno in organsko fazo, kjer bi se biogeni amini 
med seboj dobro ločili. Začetno razmerje sem izbrala tako, da sem izračunala, kolikšno 
je bilo razmerje približno 3 minute preden so se amini eluirali iz kolone. 
 
Začela sem z razmerjem 60/40 (5 mM SDS, 0,1% fosf.k., pH=2,1/ACN). Iz tabele 10 
vidimo, da se v tem primeru vrhova TRP in PHET prekrivata, zato ločba ni dobra. 
Biogene amine sem poskusila ločiti s povečanjem polarnosti topila in spremenila 
razmerje vodne in organske faze na 70/30. Pri povišanju vsebnosti vodne faze so vrhovi 
med seboj ločeni, vendar sta vrhova PHET in TRP precej široka. 
 
Tabela 10: Zbrani rezultati pri separaciji biogenih aminov pri dveh razmerjih vodne (5 mM SDS, 
0,1% fosforjena kislina, pH=2,1) in organske (ACN) faze. 
 60/40 70/30 
TYR 3,50 min 8,23 min 
TRP 5,19 min 24,37 min 
PHET 5,12 min 21,07 min  
PHET 
TRP 
TYR 
 46 
Zaradi slabe ločbe in širokih vrhov v prejšnjih primerih sem pripravila vodno fazo, ki je 
imela višjo koncentracijo surfaktanta SDS (10 mM). Za začetek sem uporabila gradientno 
metodo 18 in spet opazovala, pri katerem razmerju vodne in organske faze se bodo eluirali 
biogeni amini.  
 
Retencijski časi so bili v tem primeru skoraj enaki kot pri 5 mM koncentraciji surfaktanta. 
Prav tako, kot pri nižji koncentraciji surfaktanta, sem nadaljevala z izokratskim načinom 
in poskušala najti idealno razmerje med vodno in organsko fazo, kjer bi se biogeni amini 
med seboj dobro ločili.  
Ker so bili retencijski časi podobni kot pri nižji koncentraciji surfaktanta, sem začela z 
razmerjem 60/40 (10 mM SDS, 0,1% fosf.k., pH=2,1/ACN). 
 
 
Slika 42: Približan kromatogram biogenih aminov pri razmerju 60/40 na koloni Kromasil 300-5-
C18. 
 
Vrhova PHET in TRP nimata zadovoljive ločljivosti, zato sem zmanjšala polarnost 
mobilne faze tako, da sem zmanjšala vsebnost vodne faze. 
 
Poskusila sem z razmerjem 65/35 (10 mM SDS, 0,1% fosf.k., pH=2,1/ACN). V tem primeru 
so vsi biogeni amini zadovoljivo ločeni, vrhovi pa so ozki, kar je razvidno iz slike 43. 
 
PHET 
TRP 
TYR 
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Slika 43: Približan kromatogram biogenih aminov pri razmerju 65/35 na koloni Kromasil 300-5-
C18. 
Za konec sem za primerjavo preizkusila še razmerje 70/30 (10 mM SDS, 0,1% fosf.k., 
pH=2,1/ACN). Kot vidimo na sliki 44, so biogeni amini tudi v tem primeru zadovoljivo 
ločeni, vendar so vrhovi širši in separacija traja dalj časa. 
 
 
Slika 44: Približan kromatogram biogenih aminov pri razmerju 70/30 na koloni Kromasil 300-5-
C18. 
 
Tabela 11: Zbrani rezultati pri separaciji biogenih aminov pri dveh razmerjih vodne (10 mM SDS, 
0,1% fosforjeva kislina, pH=2,1) in organske (ACN) faze. 
 60/40 65/35 70/30 
TYR 4,02 min 5,20 min 9,76 min 
TRP 6,58 min 12,75 min 34,95 min 
PHET 6,24 min 11,58 min 30,5 min 
PHET 
PHET 
TRP 
TRP 
TYR 
TYR 
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Iz tabele 11 vidimo, kako polarnost mobilne faze vpliva na elucijo biogenih aminov. Bolj 
kot je mobilna faza polarna, dlje časa se amini zadržujejo na koloni.  
 
Iz dobljenih rezultatov sem se odločila, da validiram naslednjo metodo: 65% 10mM SDS 
v 0,1% fosforjevi kislini, 35% ACN, 30 min. Ta metoda nam omogoča zadovoljivo 
separacijo aminov. 
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4.7. Validacija metode 
Pri validaciji metode sem določila linearnost, mejo kvantifikacije ter ponovljivost. Pri 
ponovljivosti sem izračunala standardni odklon (σ) ter koeficient variacije (CV) po 
enačbah (1) in (2). Za validacijo sem izbrala najbolj optimalni metodi, ki sem ju uporabila 
na dveh različnih kolonah: Primesep 200 (kromatografija z mešanimi režimi) ter 
Kromasil 300-5-C18 (kromatografija ionskih parov ob dodatku surfaktanta). 
4.7.1. Kolona Primesep 200 
Na koloni Primesep 200 sem validirala metodo 13e. 
 
 
Slika 45: Grafični prikaz spreminjanja sestave mobilne faze pri metodi 13e. 
 
 LINEARNOST IN MEJA KVANTIFIKACIJE 
Izbrala sem si koncentracijsko območje, v katerem sta koncentracija biogenega amina in 
njegov odziv linearna. Kot najmanjšo koncentracijo sem izbrala tisto, pri kateri je 
vrednost razmerja signala in šuma (S/N) okoli 20. Najnižja koncntracija predstavlja tudi 
mejo kvantifikacije. 
 
TYR: 
 
Tabela 12: Rezultati za linearnost TYR na koloni Primesep 200. 
c (ppm) 2,50 5,00 7,49 12,48 24,97 
t (min) 5,90 5,89 5,90 5,90 5,90 
ploščina (mAU*min) 0,1482 0,2811 0,4276 0,7175 1,4369 
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Umeritvena premica:
 
Slika 46: Območje linearnosti in umeritvena premica za TYR. 
Območje linearnosti za tiramin sem določevala v koncentracijskem območju od 2,5 do 
25 ppm. Glede na korelacijski koeficient (R2) je metoda v tem območju linearna. Meja 
kvantifikacije za tiramin je 2,5 ppm. 
 
TRP: 
 
Tabela 13: Rezultati za linearnost TRP na koloni Primesep 200. 
c (ppm) 5,00 10,00 15,01 25,02 50,03 
t (min) 11,16 10,98 11,02 11,04 11,02 
ploščina (mAU*min) 0,9765 1,9225 2,9105 4,8419 9,6969 
 
Umeritvena premica: 
 
Slika 47: Območje linearnosti in umeritvena premica za TRP. 
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Območje linearnosti za triptamin sem določevala v koncentracijskem območju od 5 do 
50 ppm. Glede na korelacijski koeficient (R2) je metoda v tem območju linearna. Meja 
kvantifikacije za triptamin je 5 ppm. 
 
PHET: 
 
Tabela 14: Rezultati za linearnost PHET na koloni Primesep 200. 
c (ppm) 25,04 50,08 75,12 125,20 250,40 
t (min) 8,42 8,40 8,39 8,36 8,29 
ploščina (mAU*min) 0,1721 0,3157 0,4901 0,8298 1,6541 
 
Umeritvena premica:
 
Slika 48: Območje linearnosti in umeritvena premica za PHET. 
Območje linearnosti za 2-feniletilamin sem določevala v koncentracijskem območju od 
25 do 250 ppm. Glede na korelacijski koeficient (R2) je metoda v tem območju linearna. 
Meja kvantifikacije za 2-feniletilamin je 25 ppm. 
 
 PONOVLJIVOST 
Pri ponovljivosti sem za vsak biogeni amin pripravila 6 standardnih raztopin, iz njih 
pripravila raztopine z izbrano koncentracijo in vsako injicirala ter opazovala odziv. 
Rezultate sem zbrala v spodnji tabeli. 
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TYR: 
 
Tabela 15: Rezultati za ponovljivost TYR na koloni Primesep 200. 
poskus 1 2 3 4 5 6 
c (ppm) 7,49 7,51 7,50 7,50 7,51 7,49 
t (min) 5,76 5,76 5,77 5,77 5,77 5,77 
ploščina (mAU*min) 0,4214 0,4274 0,4255 0,4002 0,4186 0,4242 
 
Standardni odklon: 0,01 
Koeficient variacije (CV): 2,4% 
 
Vrednosti standardni odklon in koeficienta variacije kažeta na to, da je metoda ponovljiva 
za tiramin. 
 
TRP: 
 
Tabela 16: Rezultati za ponovljivost TRP na koloni Primesep 200. 
poskus 1 2 3 4 5 6 
c (ppm) 15,01 14,98 14,94 14,97 14,97 14,97 
t (min) 10,77 10,78 10,78 10,80 10,80 10,81 
ploščina (mAU*min) 2,7857 2,8794 2,8697 2,8693 2,8688 2,8074 
 
Standardni odklon: 0,04 
Koeficient variacije (CV): 1,4% 
 
Vrednosti standardnega odklona in koeficienta variacije kažeta na to, da je metoda 
ponovljiva za triptamin. 
 
PHET: 
 
Tabela 17: Rezultati za ponovljivost PHET na koloni Primesep 200. 
poskus 1 2 3 4 5 6 
c (ppm) 75,06 75,01 74,92 75,10 75,16 75,13 
t (min) 8,02 8,05 8,07 8,08 8,09 8,10 
ploščina (mAU*min) 0,5058 0,5013 0,5006 0,5135 0,4961 0,5198 
 
Standardni odklon: 0,01 
Koeficient variacije (CV): 1,8% 
 
Vrednosti standardnega odklona in koeficienta variacije kažeta na to, da je metoda 
ponovljiva za 2-feniletilamin. 
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4.7.2. Kolona Kromasil 300-5-C18 
Na koloni Kromosil 300-5-C18 sem validirala metodo 16: 65% 10mM SDS v 0,1% 
fosforjevi kislini, 35% ACN, 30 min. 
 
 LINEARNOST IN MEJA KVANTIFIKACIJE 
   
 TYR: 
 
Tabela 18: Rezultati za linearnost TYR na koloni kromosil 300-5-C18. 
c (ppm) 1 2 4 6 10 20 
t (min) 5,64 5,66 5,67 5,67 5,66 5,67 
ploščina (mAU*min) 0,0632 0,1143 0,2465 0,3592 0,6024 1,206 
 
Umeritvena premica:
 
Slika 49: Območje linearnosti in umeritvena premica za TYR. 
Območje linearnosti za tiramin sem določevala v koncentracijskem območju od 1 do 20 
ppm. Glede na korelacijski koeficient (R2) je metoda v tem območju linearna. Meja 
kvantifikacije za tiramin je 1 ppm. 
 
TRP: 
 
Tabela 19: Rezultati za linearnost TRP na koloni kromosil 300-5-C18. 
c (ppm) 1 2 3 5 10 
t (min) 12,87 12,91 12,95 12,96 12,97 
ploščina (mAU*min) 0,1777 0,3746 0,5806 0,9862 1,958 
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Umeritvena premica: 
 
Slika 50: Območje linearnosti in umeritvena premica za TRP. 
Območje linearnosti za triptamin sem določevala v koncentracijskem območju od 1 do 
10 ppm. Glede na korelacijski koeficient (R2) je metoda v tem območju linearna. Meja 
kvantifikacije za triptamin je 1 ppm. 
 
PHET 
 
Tabela 20: Rezultati za linearnost PHET na koloni kromosil 300-5-C18. 
c (ppm) 15,01 30,02 45,03 75,05 150,11 
t (min) 11,83 11,85 11,86 11,88 11,89 
ploščina (mAU*min) 0,1066 0,2019 0,3071 0,5306 1,0412 
 
Umeritvena premica:
 
Slika 51: Območje linearnosti in umeritvena premica za PHET. 
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Območje linearnosti za 2-feniletilamin sem določevala v koncentracijskem območju od 
15 do 150 ppm. Glede na korelacijski koeficient (R2) je metoda v tem območju linearna. 
Meja kvantifikacije za 2-feniletilamin je 15 ppm. 
 
 PONOVLJIVOST 
 
TYR: 
 
Tabela 21: Rezultati za ponovljivost TYR na koloni Kromasil 300-5-C18. 
poskus 1 2 3 4 5 6 
c (ppm) 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 6,00 
t (min) 5,65 5,65 5,66 5,66 5,67 5,67 
ploščina (mAU*min) 0,359 0,3606 0,3603 0,3598 0,3581 0,3471 
 
Standardni odklon: 0,005 
Koeficient variacije (CV): 1,4% 
 
Vrednosti standardnega odklona in koeficienta variacije kažeta na to, da je metoda 
ponovljiva za tiramin. 
 
TRP: 
 
Tabela 22: Rezultati za ponovljivost TRP na koloni Kromasil 300-5-C18. 
poskus 1 2 3 4 5 6 
c (ppm) 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 3,00 
t (min) 12,907 12,913 12,933 12,97 12,97 12,983 
ploščina (mAU*min) 0,5815 0,5922 0,5814 0,5956 0,5885 0,6038 
 
Standardni odklon: 0,01 
Koeficient variacije (CV): 1,5% 
 
Vrednosti standardnega odklona in koeficienta variacije kažeta na to, da je metoda 
ponovljiva za triptamin. 
 
PHET: 
 
Tabela 23: Rezultati za ponovljivost PHET na koloni Kromasil 300-5-C18. 
poskus 1 2 3 4 5 6 
c (ppm) 45,03 45,03 44,99 45,03 45,00 45,02 
t (min) 11,85 11,86 11,86 11,84 11,84 11,85 
ploščina (mAU*min) 0,3187 0,3202 0,3155 0,313 0,3283 0,3166 
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Standardni odklon: 0,005 
Koeficient variacije (CV): 1,7% 
 
Vrednosti standardnega odklona in koeficienta variacije kažeta na to, da je metoda 
ponovljiva za 2-feniletilamin. 
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4.7.3. Primerjava parametrov validacije na obeh kolonah 
 
V tabeli 24 so zbrani ključni parametri validacij na obeh kolonah, Primesep 200 in 
Kromasil 300-5-C18.  
S kolono Kromasil 300-5-C18 sem uspela zaznati nižje koncentracije aminov, kar je 
razvidno iz nižje meje kvantifikacije. 
Iz primerjav korelacijskih koeficientov vidimo, da sta obe metodi linearni v izbranih 
koncentracijskih območjih. 
Prav tako imata obe metodi dobro ponovljivost, kar nam zagotavljajo vrednosti 
standardnih odklonov in koeficientov variacije.  
 
Tabela 24: Primerjava rezultatov validacije za obe koloni. 
 Primesep 200 Kromasil 300-5-C18 
 TYR TRP PHET TYR TRP PHET 
meja kvantifikacije (ppm) 2,5 5 25 1 1 15 
območje linearnosti (ppm) 2,5-25 5-50 25-250 1-20 1-10 15-150 
korelacijski koeficient 
(R2) 
0,999 1,000 0,999 0,999 0,999 0,999 
Standardni odklon (σ) 0,01 0,04 0,01 0,005 0,01 0,005 
koeficient variacije (CV) 2,4% 1,4% 1,8% 1,4% 1,5% 1,7% 
 
V danem primeru so bili pri metodi ionskih parvov rezultati validacije boljši, vendar je 
uporaba kolone z mešanimi režimi, kot je Primesep 200, lažja za uporabo, saj nam ni 
potrebno pripravljati ionsko-parnega reagenta, kot je to potrebno na koloni C18, kjer 
želimo ustvariti ionske pare. Ponovljivost priprave dveh enakih raztopin surfaktanta v 
mobilni fazi je praktično zahtevna, zato je uporaba kolone z mešanimi režimi primernejša 
in enostavnejša. 
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5. ZAKLJUČEK 
 
V magistrskem delu sem primerjala kromatografijo ionskih parov ter kromatografijo z 
mešanimi režimi pri separaciji treh biogenih aminov: tiramin, triptamin in 2-feniletilamin. 
Ti so predstavljali modelne spojine za biološko aktivne amine, ki se pogosto uporabljajo 
v farmacevtski industriji kot aktivne farmacevtske učinkovine. Večina biogenih aminov 
ne absorbira svetlobe v UV/VIS delu spektra, zato jih je za detekcijo potrebno predhodno 
derivatizirati. V magistrskem delu sem poskušala razviti metodo, s katero bi brez 
predhodne derivatizacije ločila tri biogene amine, ki imajo absorpcijske vrhove v UV delu 
spektra.  
Biogeni amini so precej bazične spojine in so v vodnih raztopinah v protonirani obliki, 
zato se na klasični RP koloni ne zadržujejo. V tem primeru je potrebno iskati območje, v 
katerem izbrani BA niso ionizirani. V praksi je to težko izvedljivo, saj bi za nevtralizacijo 
molekul potrebovali dovolj visok pH, pri čemer smo omejeni z izbiro kolon. Bolj 
smiselno je uporabiti kolono z večimi separacijskimi režimi, kar pomeni, da na njej 
potekata vsaj dva različna mehanizma separacije. Na ta način dosežemo bistveno večjo 
fleksibilnost pri separaciji. V svojem delu sem uporabila kolone z mešanimi režimi in 
sicer RP/IEX in HILIC/IEX. Na ta način sem BA omogočila, da so se s pomočjo ionskih 
interakcij zadrževali na stacionarni fazi.  
Pred razvojem kromatografije z mešanimi režimi so ta problem reševali z uporabo 
nepolarne reverznofazne kolone in dodatkom reagenta, ki je omogočal tvorbo ionskih 
parov (angl. ion-pairing). Takšna separacija je večinoma manj ponovljiva. 
Slabost kromatografije z mešanimi režimi je, da imamo hkrati na koloni dva separacijska 
mehanizma, zato je optimizacija pogojev v tem primeru težja. Razumevanje samega 
procesa separacije je tukaj slabše kot pa pri koloni z RP mehanizmom separacije ali ionski 
kromatografiji. 
 
Proučevanje ločevanja izbranih biogenih aminov sem začela na kolonah z dvema 
separacijskima mehanizmoma. Pri tem sem spreminjala ionsko jakost in pH mobilne faze, 
ki je predstavljala pufer ali mešanico pufra in ACN, in polarnost glede na vsebnost 
organske faze, ki je bil v mojem primeru acetonitril. Opazovala sem, kako spreminjanje 
omenjenih pogojev vpliva na retencijske čase, da bi bolje razumela separacijske 
mehanizme na takšnih kolonah. Biogene amine sem detektirala z DAD oz. PDA 
detektorjem v UV delu spektra.  
Od izbranih kolon z mešanimi režimi se je za ločevanje izbranih BA najbolje izkazala 
kolona Primesep 200. Za primerjavo pa sem uporabila še RP kolono C18 z ionsko-parnim 
reagentom, kjer sem po mehanizmu ionskih parov ločevala BA.  
 
Razvila sem dve optimalni metodi in obe validirala, pri čemer sem določila mejo 
kvantifikacije in preverila linearnost in ponovljivost. Iz rezultatov validacije lahko 
zaključim, da sta obe metodi linearni v izbranem koncentracijskem območju, meja 
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kvantifikacije je pri kromatografiji ionskih parov nekoliko nižja in obe metodi sta 
ponovljivi. 
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